昆虫 学 报 4cta Entomologica Sinica, December 2010, 53(12) : 1404 - 1409 ISSN 0454-6296 


TE EK E 4 a s V9 NI CUL ES EGRE E ES cDNA 
片段 的 克隆 与 序列 分 析 


NES, RAN, #2 
(扬州 大 学 园艺 与 植物 保护 学 院 植物 保护 系 ， 江苏 扬州 225009) 


摘要 : 为 研究 亚洲 玉米 晓 Ostrinia furnacalis ( Guenée ) 幼虫 体内 酚 氧 化 酶 原 激活 蛋白 酶 (prophenoloxidase activating 
proteinase, PAP) 表达 调控 的 分 子 机 理 , 本 研究 根据 不 同 昆 虫 酚 氧化 酶 原 激活 蛋白 酶 基因 序列 的 保守 区 域 , 设计 合成 
简 并 引物 , 采用 RT-PCR J:7N POIE I SZKHRCS 龄 幼虫 中 扩 增 出 PAP 的 一 段 cDNA Fr Be, 大 小 为 509 bp, 编码 169 A 
ER, 预测 分 子 量 为 18.7 kD, 理论 等 电 点 (pI 值 ) 为 5.1。 该 基因 序列 中 含有 丝氨酸 蛋白 酶 样 结构 域 中 保守 的 众 化 
三 联 体 , 不 含 发 夹 结 构 域 。BlastP 分 析 结 果 表 明 : 该 片段 的 氨基 酸 序 列 与 烟草 天 蛾 Manduca sexta PAP-3 和 冈比亚 按 
ii Anopheles gambiae 发 来 型 蛋白 Bl 的 氨基 酸 序 列 一 至 性 最 高 , 为 47% ; 与 烟草 天 蛾 PAP-2、 家 看 Bombyx mori PPAE、 
斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura PPAE-3., ÆRA Samia cynthia ricini PAP MÆR 58-88 Drosophila melanogaster 丝氨酸 蛋白 梅 7 
的 氮 基 酸 序列 的 一 致 性 分 别 为 44% , 4596 , 4496 , 4396 和 4196 。 构 建 系统 发 育 树 ， 对 其 进化 关系 进行 了 初步 分 析 ， 
结果 显示 : EIERE PAP 与 烟草 天 蛾 PAP-3 和 斜纹 夜 蛾 PPAE-3 的 亲缘 关系 较 近 , 与 黑 腹 果 蝇 丝氨酸 蛋白 酶 7 和 
Ix] EE TES Je XH E] Bl 的 亲缘 关系 较 远 。 这 些 结果 说 明 克 隆 得 到 的 cDNA 片段 为 亚洲 玉米 虹 幼 虫 PAP. 基因 靠近 
羧基 端的 部 分 序列 。 

关键 词 : SHORE; 酚 氧 化 酶 原 激活 和 蛋 日 酶 ; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 亲缘 关系 
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Abstract: In order to explore the molecular mechanism of expression and regulation of prophenoloxidase 
activating proteinase ( PAP) in larvae of Ostrinia furnacalis ( Guenée) , the sequences of conserved regions 
of PAP genes in different insects were used to design the degenerate primers, and a cDNA fragment with the 
size of 509 bp encoding 169 amino acids was amplified from the 5th larvae of O. furnacalis by RT-PCR. 
The fragment has a predicted molecular weight of 18. 7 kD and pl value of 5. 1. A conserved catalytic triad 
(H, D, S) in the serine protease like domain was found, but the clip domain did not exist. BlastP analysis 
showed that the amino acid sequence of the cloned fragment from O. furnacalis had the highest identity 
(4796 ) to those of Manduca sexta PAP-3 and Anopheles gambiae Clip B1 protein, and 4596 , 4596 , 4496 , 
4396 and 4196 identity to those of M. sexta PAP-2, Bombyx mori PPAE, Spodoptera litura PPAE-3, Samia 
cynthia ricini PAP and Drosophila melanogaster serine protease-7, respectively. Phylogenetic analysis 
showed that the genetic relationship of O. furnacalis, M. sexta PAP-3 and S. litura PPAE-3 was closer, 
while that of O. furnacalis, Drosophila melanogaster serine protease-7 and Anopheles gambiae Clip B1 
protein was more distant. The results suggest that the cloned cDNA fragment of O. furnacalis larvae is a part 
of the PAP gene nucleotide sequence at the C-terminus. 
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昆虫 的 天 然 免 疫 系 统 可 以 有 效 地 隔离 或 杀 死 侵 
染 的 病原 微生物 和 寄生 物 。 该 天 然 免 疫 通 常 分 为 细 
胞 免疫 和 体液 免疫 , 前 者 是 指 昆 虫 的 各 类 血细胞 参 
与 的 防卫 反应 , 包括 对 微生物 病原 体 的 吞噬 作用 、 
对 较 大 入 侵 体 的 绪 节 形成 (nodulation ) 和 包 寺 反应 ， 
而 后 者 主要 涉及 抗菌 肽 的 诱导 和 酚 氧 化 酶 原 
( prophenoloxidase, PPO) 的 激活 。 当 外 源 寄生 蜂 侵 
AR FEE RER, 酚 氧 化 酶 ( phenoloxidase， 
PO) 可 以 催化 酷 氨 酸 产生 多 巴 , 多 已 氧化 为 醒 
(quinone) , 最 终 产 生 黑 色素 , 上 黑色素 在 寄生 蜂 卵 和 
幼虫 周围 沉积 , 并 同 血 细胞 一 起 进一步 隔离 并 杀 死 
寄生 蜂 (Kanost and Gorman, 2008), PO 以 没有 活 
性 的 前 体 PPO 形式 存在 , 外 源 入 侵 物 的 细胞 壁 成 
分 : B-1, 3- 葡 聚 糖 、 肽 糖 和 脂 多 糖 能 引发 PPO 激活 
系统 , MIARE H i (serine protease, SP) REK 
BO BS SR EBKATERI , 将 PPO 激活 为 有 活性 的 PO, 
在 PPO 激活 系统 中 的 一 种 丝氨酸 重 日 酶 , 即 酚 氧化 
HJ EAS E ( prophenoloxidase activating 
proteinase, PAP) 最 终 对 PPO W | 4 A k A2 4E Hs 
PAP 又 被 称 为 酚 氧 化 酶 原 激活 酶 (prophenoloxidase 
activating enzyme, PPAE) ( Zou and Jiang, 2005) 或 
酚 氧 化 酶 原 激 活 因 了 于 (prophenoloxidase activating 
factor, PPAF) ( Cerenius and Söderäll, 2004), iz 
为 上 , NEZKA Bombyx mori ( Satoh et al., 1999) 、 
ERIR Manduca sexta (Jiang et al., 2003 ) 、 东 北 
大 黑 鲁 金龟 Holotrichia diomphalia ( Lee et al., 
1998) 、 黄 粉 虫 Tenebrio molitor ( Lee et al., 2002) 和 
HIE Z4 3X8 Pacifastacus leniusculus ( Wang et al., 
2001) 中 纯化 获得 PAP, 并 克隆 了 PAP 基因 。 

亚洲 玉米 蜡 Ostrinia furnacalis Guenée 是 东亚 和 
东南 亚 地 区 危害 玉米 和 棉花 的 主要 害虫 之 一 , 在 我 
国 北方 地 区 还 大 量 危 害 谷子 、 高 梁 等 旱 粮 作 物 。 在 
生产 上 亚洲 玉米 曝 可 被 其 幼虫 寄生 蜂 腰带 长 体 划 蜂 
Macrocentrus cingulum Brischke 和 卵 寄生 蜂 赤 眼 蜂 
Trichogrammatid 寄生 。 目 前 ,寄生 蜂 与 寄主 昆虫 的 
协同 进化 一 直 是 昆虫 生物 防治 领域 的 一 个 研究 热点 
( Beckage and Gelman, 2004; 汉 从 经 等 , 2004; WE 
PE, 2006) , (BAX EI EAE R RUE UR HH 
PPO 激活 系统 抵御 腰带 长 体 草 蜂 寄生 的 机 理 尚 不 明 
m, AKER PAP 和 蛋白、 基因 结构 与 功能 研究 仅 有 
少量 报道 。 本 研究 首次 进行 了 亚洲 玉米 曝 幼 虫 PAP 
基因 的 克隆 , 获得 了 PAP 基因 的 一 个 cDNA 片段 
(GenBank 登录 号 : GU229936), ， 为 通过 5'-RACE 和 
3'-RACE 克隆 PAP 基因 全 长 序列 , 进一步 研究 PAP 


在 PPO 激活 系统 中 功能 和 调控 机 理 提供 了 基础 。 
1 材料 与 方法 


1.1 WER 

WEY ERI g R E25 1C. AREE > 
90% 和 光 周 期 为 14L: 10D 的 温室 条 件 下 采用 半 人 
工 饲 料 进行 饲养 ( 周 大 采 等 ,1980) , UREK K 
别 龄 期 , 饲养 至 5 龄 备用 。 
1.2 主要 试剂 

Trizol 试剂 购 目 Invitrogen 公司 (美国 ); DNA 
胶 回 收 试 剂 盒 为 百 泰 克 (Bioteke) 生 物 公 司 产品 ; 
Taq Hg. dNTP, M-MLV 反 转 录 酶 、DNA marker 及 
pMDIS8-T 载体 购 自 宝生 物 工程 (大 连 ) 有 限 公司 
(TaKaRa)。 引 物 合成 和 DNA M Fr pi p 78 3 3e 
(Invitrogen) S H] Eo JER S2 A 288 E VR a T EI 
Escherichia coli DH5a 3€ B. EAE Ls ng], 其 他 化 学 
试剂 为 国产 分 析 纯 试剂 。 
1.3 总 RNA 提取 

5 涉 亚洲 玉米 蜡 5 龄 幼虫 用 无 水 乙醇 探 洗 虫 
体 , 在 液 所 内 速 洪 , 然后 放 在 研 钵 中 磨 碎 成 细 粉 ， 
转移 入 玻璃 匀 浆 器 中 ; 加 入 1 mL Trizol 试剂 , 采用 
一 步 法 抽 提 总 RNA。 用 0.5 mL AERE 
(diethyl pyrocarbonate, DEPC) 处 理 的 水 溶解 RNA, 
并 在 55 ~60% $$ Er 10 min, 然后 在 Eppendorf 公司 
(德国 ) BioPhotometer 分 光 光 度 计 上 测定 OD [ELI 
AERE, — 70'C 低温 冰箱 保存 备用 。 
1.4 简 并 引物 设计 

以 GenBank FINE RIR, EME Samia cynthia 
ricini FURE H B7) AA RE Jt 19 1r c H NS A E RUE 
HUHFBEAJZSA, 采用 Clustal W( http://www. ebi. 
ac. uk. /Tools/clustalw2/index. html) 分 析 其 同 源 性 ， 
根据 其 中 较为 保守 区 域 的 氨基 酸 和 核 并 酸 序列 , 设 
计 一 对 人 简 并 引物 ,以 家 看 PPAE 全 长 基因 (NP_ 
001036832) 为 参照 , 预测 扩 增 片段 约 占 全 长 基因 的 
38% ,其 中 上 游 引 物 : 5'-ACTGCYGCMCAYTGYGT- 
3'; 下 游 引 物 : 5'-CATKAGVGSDCCDCCKGAGTC-3’, 
1.5 cDNA 第 1 链 合 成 及 PCR 扩 增 

在 无 核 酶 的 Eppendorf 管内 反 转 录 mRNA 合成 
cDNA, 以 合成 的 cDNA 第 1 链 为 模板 , PCR 反应 总 体 
积 为 10 pL:1 pL 10 x 缓冲 液 ( 含 Mg^* , 50 umol/L) , 
各 0.8 uL 上 下 游 引 物 (10 umol/L), 0.8 uL dNTP 混 
合 液 (2 mmol/L), 1 pL 模板 cDNA, 5.3 uL s Al 
K, 0.3 pL Taq 酶 (2 U), PCR 反应 的 扩 增 条 件 ; 
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94*C HE AF FE 3 min, 94C 1 min, 53%C 30 s, 72%C 
45 s。 循 环 30 次 , 然后 72% 延伸 10 min, 
1.6 PCR 产物 克隆 与 测序 

PCR 产物 通过 珠 脂 糖 电泳 分 离 目 的 基因 片段 ， 
按照 DNA 胶 回 收 试剂 盒 的 用 户 手册 进行 PCR 产物 
的 回收 纯化 , 纯化 后 PCR 产物 与 pMDIS-T 载体 连 
接 , 然后 转化 大 肠 杆菌 E.coli DH5a, W AREIA , 
EILART EK, 通过 菌 沙 PCR 鉴定 阳性 
克隆 ,由 上 海天 骏 公 司 测序 。 
1.7 序列 分 析 

采用 DnaClub 软件 对 测序 结果 进行 初步 编辑 和 分 
析 , 对 推导 的 氨基 酸 序 列 采 用 BlastP (http://blast. 
ncbi. nlm. nih. gov/ Blast. cgi ) 和 Clustal W 在 线 软 件 进 
行 同 源 性 比较 分 析 , 参考 序列 均 来 目 NCBI CE 1) , 采 
用 ProtParam ( http://www. expasy. ch/tools/protparam. 
html ) 预 测 蛋 白质 的 理化 性 质 。 和 蛋白 质 翻 译 后 修饰 的 
糖 基 化 位 点 和 磷酸 化 位 点 分 析 分 别 采 用 DictyOGlyc 在 
zk $k 件 ( http://www. cbs. dtu. dk/services/ 
DictyOGlyc/ ) 和 NetPhos 2. 0 Server ( http://www. cbs. 
dtu. dk/services/NetPhos/) 9t, UPER PERE 
P. leniusculus PPAE (GenBank 登录 号 : AJ007668 ) 为 外 
TE, 采用 MEGA4 系统 树 构 建 软件 构建 系统 树 , KAHER 
位 相连 算法 (neighbor-joining，NJ)，1 000 IX H 2$ 
( bootstrapping ) 进行 进化 树 的 可 信和 度 评 估 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 亚洲 玉米 旦 幼虫 总 RNA 抽 提 及 本 氧化 酶 原 
AOA E AEA PCR 扩 增 产物 鉴定 

采用 紫外 分 光 认 度 法 分 析 了 亚洲 玉米 晓 5 龄 幼 
虫 体内 提取 所 得 总 RNA 的 纯度 和 浓度 ,其 OD44/ 
OD 的 比值 为 1. 97; OD44/0D5 B EEX 1. 81, 
总 RNA 浓度 为 3.364 pg/ plo PIRRE EIKER: 
18S RNA 和 288 RNA Z&'t ij Wf, OD44/ODog 比值 合 
PE, 说 明 提取 的 总 RNA 是 完整 的 , AER RH 
并 引物 对 5 龄 亚洲 玉米 蜡 幼 虫 体内 PAP 基因 进行 RT- 
PCR 2738, 获得 与 预计 大 小 相近 的 核 苷 酸 片 段 (图 1)。 
2.2 ME iW EK HR 2] ER FO Se 0 B I Li E A S 
cDNA HF EE BHZCEE BR FE 31 

ZRAJE2E UI v6 e — Ex K 2y 509 bp 的 酚 氧 化 酶 
原 激活 重 日 酶 的 cDNA Fr Bt ( GenBank 登录 号 : 
GU229936) ,该 片段 编码 169 TAERE 2), fl 
测 分 子 量 为 18.7 kD, 理论 等 电 点 (pl 值 ) 为 5.1。 
该 基因 序列 中 存在 一 个 由 组 氨 酸 (His, 简写 为 H)、 





图 1 亚洲 玉米 虹 幼 虫 酚 氧 化 酶 原 激活 重 白 酶 基因 
PCR 扩 增 产物 


Fig. 1 PCR products of prophenoloxidase activating proteinase 


gene from Ostrinia furnacalis larvae 
M: 标准 分 子 量 DNA DNA marker ( DI2000); 1 -4: PCR 扩 增 产物 
PCR products. 


REAR Asp, WSN D) MAAR (Ser, 简写 为 
S) 组 成 的 保守 的 激活 位 点 ， 即 催化 三 联 体 , 但 没有 
发 夹 结 构 域 存在 (图 2) 。 对 推导 的 氮 基 酸 序列 采用 
DictyOGlyc 在 线 软件 分 析 , 该 片段 没有 发 现 糖 基 化 
位 点 。 采 用 NetPhos 2. 0 Server 在 线 软 件 分 析 , 在 第 
32 f EE SA CY ) 和 第 139 MIAR CT ) A B 8 
酸化 位 点 (图 2)。 
2.3 EJ EXE 2] FR P Se 0 E Ig RC ERES BS 
cDNA 片段 推导 的 氨基 酸 序 列 分 析 

根据 该 片段 核 苷 酸 序列 推导 得 到 氨基 酸 序列 ， 
然后 进行 BlastP 分 析 , 结果 表明 : 该 片段 的 氨基 酸 
序列 与 GenBank 中 的 烟草 天 蛾 PAP-3 ( GenBank X* 
录 号 : AY789466 fü [x] EL NV. TR Bx. Anopheles gambiae 
发 夹 型 蛋白 B1 GenBank 登录 号 : CA083553) 氨基 
酸 序列 的 一 致 性 最 高 ,为 47% ; 与 烟草 天 蛾 PAP-2 
(GenBank 登录 号 : DQ115323 ) Z& X PPAE 
(GenBank 登录 号 ; NM _001043367 ) 4L £x qu v 
Spodoptera PPAE-3 ( GenBank X$ 录 5: 
AY677082). Ek PAP( GenBank X&5&-E-. AB264091) 
和 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 2£ 23 MRE EAS 7 
(GenBank 登录 号 : NP. 649734) SER PUB SEA) 
别 为 45% , 4596 , M% , 4396 $t 4196 (3€ 1), 

利用 Clustal W EKARTE 3| E 2K 388 27] rh rj v [E 
的 cDNA 片段 推导 的 氨基 酸 序列 与 烟草 天 蛾 PAP-2 
和 PAP-3. EME PAP. KA PPAE、 和 斜纹 夜 蛾 
PPAE-3 TUrp4Be 2328€ PPAE 的 氨基 酸 序列 进行 比 
对 分 析 , 结果 表明 : EMERE cDNA 片段 氨基 酸 
序列 与 上 述 序 列 有 较 高 的 相似 性 (图 3) 。 说 明 在 亚 
WERKE RAN EER cDNA 片段 核 苷 酸 序列 是 
PAP 基因 的 部 分 序列 。 
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] CCTOTAGAGATTACTOCOTOCCOCATTOCGTAGACAATOCOCTGOGACAAGGAOTAA OCTAACCOGAC 
F L E I T A A 加 | Z X D N A D E D Q A T D 
6] GTTGOGTACTTGGOCGAATACGACAAGAGTACTAACTATGACT GT GACGATGACCTOTOCATC 
X v. L G E Y © E s T N Yæ D Z © D E L c I 
121] GAAAATGOCACTOTCACCOCGOGOCAAGATTOTOCAAATCATAATATCACOCCOGATTTOGACCAA 
EE IT A T X T A E I L Q I I I H F D F D Ca 
181 ATCOCCATAAGAATTACGACATOCOTOTCOCATTA GACT GOMA CHUA ALACCOOGCOIDOGCCUA TT DACIA GAT 
I H E IJ Y El I A L I ER L E E A a P F T D 
24] TTOATOICAACCOGATAT GTOETTOCGOGAGCGCOCOACGTTOCOCTOATTTGOGACTAGAAACOCAOZTA GAA 
F I Q F I Z L F s H 三 A D I. T R N F F E 
301 AAGTTZOAAACTA GT GOGGTO OCT OGGOT GGOGGA GACGTOGATOCOCGAATCOCACCATCOCACTOTTOT 
EKE F E L v. ^w A G W G D X D P IT H H H zc zm 
36] AATCGOGTOCAACKCC"TCOCUACCTTOAACITCXKKCCOCTTTCOCTCKCOAT OC ACTTOKC A TOGTOCCKCOGOGA ACT C'T A 
TI X KE I. H ^w C I. F F 三 D A I. A Cc E R TS X 
42] AGAGAGTTCOTGOGGACAA GTOAGATOTOCOCCOCGGOCGOGGOGOGA GOCGAA AAA GGACTOTTOCAAC 
FE E L wW T S Q I c A G Cc E A K KE D s c IJ 
481  GCXCCOGACTT CIC OGCOUA GOCXOCICCCT TUA A GAATOOC 
G p [|] o o P r R I 


图 2 EIEE HU SUE BRE SS CH S8 EIE cDNA 片段 的 核 车 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 2 The nucleotide and deduced amino acid sequences of the cloned cDNA fragment of 


























prophenoloxidase activating proteinase from Ostrinia furnacalis larvae 


保守 的 催化 三 联 体 ( 昌 , D, S) 用 方 框 表 示 ， 预测 的 磷酸 化 位 点 用 星 号 表示 。The conserved catalytic triad (H, D, S) 


is framed with rectangle, and the predicted phosphorylation sites are marked with asterisks. 


表 1 亚洲 玉米 晶 幼 虫 酌 氧 化 酶 原 激活 蛋白 酶 cDNA 乒 段 推导 的 氨基 酸 序列 的 BlastP 分 析 
Table1 The BlastP analysis of the deduced amino acid sequence of the cDNA fragment of 


prophenoloxidase activating proteinase from Ostrinia furnacalis larvae 


昆虫 种 类 型 GenBank 登录 号 一 致 性 (% ) 


Insect species Type GenBank accession no. Identity 

烟草 天 蛾 Manduca sexta PAP-3 AY789466 47 
办 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae Clip B1 protein CA083553 47 
烟草 天 蛾 M. sexta PAP2 DQ115323 45 
家 看 Bombyx mori PPAE NM_001043367 45 
斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura PPAE-3 AY677082 44 
ERE Samia cynthia ricini PAP AB264091 43 
黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster Serine protease-7 NP. 649734 41 


Ms-PAP-3 GNEKIIGGNATDIVDZ,YPEWILTIIEYVETGPIKLILCGOGVLISGEYVILTAGHCILTGPVIQgIGTP 222 
S1-PPAE-3 GNEIVGGNATTVICYPWLVIIEYVEQGVTELLCGGALISGEYVLTAGHCVAGQVILNVGTP 230 
Bm-PPAE GDEIVGGAPASIDSYPEPWILVVIEYVELERTMLLCGGALISGEYVILTAGHCVEGGILLVvGTP 230 
Ms-PAP-2 DNEILGGEATAIDQYEWILALIEYHELAEIKILMCGGSGLISAEYVITAAHCVEGPILERGTP 229 


Sc-PAP VNEIVOGGNDTEITUOGYPBPWILVVIEYESFLDHMELLCGGSLISSEYVILTAAHCVTGAILIEGTP 230 
Of-PAP 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 PLEITAAHCVDN--ADEDGQAR 18 
P1-PPAE PTRIVGGEPALPREWPWVARLLRQ-—--—GSTQYCGGVLITNGHVILTAAHCVRG—-—-—FLDQTT 287 


p) wwen - 
Ms-PAP-3 TNVRLGEYNTENDGALDCVTVEAGGMDCTEGAVIVPIERKTIPHPEYNPISERETRRNLDPIGLIR 282 
S1-PPAE-3 ERERVRLGEYDTGHDGKDCAPWVEAGGEDCTLDGAIKINIERKITPHPCYNPASPLERNLDIALIE 290 
Bm-PPAE ETVRLGEYNTTINPGRLDCVSOVvS3SAGGTDCTLDPLVEIGIERTIPHPLYCGPYHFLRKHLIGLIER 290 
Ms-PAP-2 ENVRLGEYINTTINNGPLDLDCVEPSLDAGSQDCTEGMVILAPIEQTIPHPEYEPYSLNEGQHLIIALIER 2885 


Sc-PAP KNVRLGEYNTTINNGPLCME---GTEDCAHPVVTAPIERKTIPHPDYIPNDVQGRHDIALIER 287 
Of-PAP TLI'vVvVLGEYDESTN-YLCLDD--—--—-ELCIENATVTAEILGIIIHPLFL--QIHENYDIZAZLIR 71 
P1-PPAE ITIELGEYDFERGQT—————————————— STGACTFGVLEIEKEHEAYLDTTTYVI--—DIALIT 331 
: enn ner : : : shr : dr = sir kr 
Ms-PAP-3 LEEMAPFTLFIEPICLPSG--LLLTQAP--—PEVINFETLYAAGWUGAVSTSQP—-—---—- SSNVEKLH 333 
S1-PPAE-3 LAEAAPPFTLFIEPICLPT--ELMTILPQNEPIINFTLFEZAGWGAWVSTEQS—-——-—-— YOSAVELH 343 


Bm-PPAE LQSIAPFTDFIRPICILPS--TDYTVNPEP-—--PSEKFALTVAGWGRYILGQFDNG-TVRSSEIELH 345 
Ms-PAP-2 LRTFAPRTLDFISPICLPE--ILYAQSP-—-PBSAFSLYVAGWGRYIQLDVEAGIYERSGSEIELH 345 


Sc-PAP LMVTAPYTDFPFVRPICLPS—--LDYTQQP—-—PADFEMYVAOGWOGMYEGQFISG-TOGOLSSTVEQH 2342 

Of-PAP LERKAVPFTDFIZPICLPSHVALDLTRNP--PERFRKLVVAGWGDVLDLEPNHHH-———55NVvELH 125 

P1-PPAE LDESTEPFNALIWPICLPDGDETYYLDLREg—-—————— GTwvwvocoWOGTIYYGGP-—-—-—-— vasvnLME 379 
"e mode Je de de de Me e e * a 


Ms-PAP-3 VOLPFEISYERCQPSYA—-—-VONRQGQIELWEEQVCAGGEAG-EDSCKGDSGGGPLMFENG-—--QGT 388 
S1-PPAE-3 UVDLPFVTPEECQPVYS—-—-EPGRSVTIWGQACTLCAGGCQPG-EDSCKGDSGGPLMYENG-—-ET 398 
Bm-PPAE VTLPPFVQRDVCEANQCEPLRNGQREITILWEGCUMCZAGOEAG-—-EDGSUCEGDSGGPLMYEHS-—--EK 402 
Ms-PAP-2 VNVPFVDNERCLGGVERELRNGENISLWEGOGQLCAGGVSG-EDSCEKGOCDSGGPLMYLDEE-—--ERE 402 


Sc-PAP UELPYVDIRDRCQGAACHTILRGGEALVITKEGQLCAGGKPG-ELDACRGDSGGPLMYEWVG--NT 399 
Of-PAP wWILPPBPDALACERTVvVE-—-—————— ELWTOSQICAGGEAE-ELDGSCNGDSGGPLRI------—-— 159 
P1-PPAE wGIPIWTIADCDAAYG-—--—————— CDIIDEQGQLCAGDEKAGGRKDSCQGDSGGPLMIQGQGGANERE 432 


Ld - or x Xn omo nono - oW Row dr 


图 3 亚洲 玉米 竖 与 鳞 记 日 主要 几 种 昆虫 酚 氧 化 酶 原 激活 和 蛋 白 酶 氨基 酸 序 列 的 Clustal W 分 析 
Fig. 3 Comparison of the amino acid sequences of prophenoloxidase activating proteinases from Ostrinia furnacalis and 
several other lepidopteran insects by Clustal W 
* 二 7 个 序列 完全 相同 部 分 The positions of amino acid residues conserved in all seven sequences; : = 观察 到 的 保守 替换 Conservative substitutions; 


. = 观察 到 的 半 保 守 替 换 Semi-conservative substitutions. Ms: 烟草 天 蛾 Manduca sexta; Sl: 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura; Bm: KÆ Bombyx mori; 
Sc: BK Samia cynthia ricini; Of; WI -E 2 Ostrinia furnacalis; Pl; PERZIE Pacifastacus leniusculus. 
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AN STE HY EIEI PAP 基因 的 遗传 学 
特性 及 与 其 他 鳞 姻 目 昆 虫 的 亲 绿 关系 , 本 人 研究 采用 
MEGAA 软件 , 利用 部 分 相似 性 较 高 的 酚 氧 化 酶 原 
激活 重 日 酶 同系 物 的 氨基 酸 序 列 绘制 了 系统 进化 树 


(图 4)。 从 图 4 中 可 以 看 出 , 亚洲 玉米 量 PAP 与 烟 
ERR PAP-3 和 和 斜纹 夜 蛾 PPAE-3 的 亲 绿 关系 较 
Yr, ERU 8 22 24 E EAE 7. 和 冈比亚 按 蚁 发 夹 
RITE BI 的 杀 绿 关系 较 远 。 


45 Manduca sexta PAP-2 (DQ115323) 
55 Samia cynthia ricini PAP (AB264091) 
92 Bombyx mori PPAE (NM 001043367) 
84 Manduca sexta PAP-3 (AY789466) 
89 Spodoptera litura PPAE-3 (AY677082) 


Ostrinia furnacalis PAP (GU229936) 
Drosophila melanogaster serine protease-7 (NP 649734) 


72 Anopheles gambiae Clip B1 protein (CA083553) 


0.1 


Pacifastacus leniusculus PPAE (AJ007668) 


图 4 基于 邻 位 相连 算法 (neighbor-joining，NJ) 建 立 的 部 分 甲壳 动物 和 昆虫 中 酚 氧 化 酶 原 激 活 和 蛋白 酶 
同系 物 氨基 酸 序列 的 有 根系 统 树 


Fig. 4  Neighbor-joining phylogenetic tree of amino acid sequences of prophenoloxidase activating proteinase 


homologs from some species of Crustacea and Insecta based on Poisson-corrected protein distances 


ERAK RAER TE FH] T ec HEC B] At RE DT 48] 
有 反应 之 一 , 其 中 与 黑 化 反应 有 关 的 关键 酶 是 酚 氧 化 
酶 (PO), PO 通常 以 无 活性 的 酶 原 PPO 形式 存在 ， 
只 有 通过 PAP 的 生日 水 解 作用 将 PPO 8995] PO 
后 才 有 活性 (Rajagopal et al., 2005) 。 迄 今 ,， 昆虫 学 
家 们 认为 昆虫 酚 氧 化 酶 原 激活 系统 激活 的 转录 调控 
主要 是 受 限于 PPO 基因 , 因此 PAP 的 转录 与 表达 
水 平 直 接 影 啊 到 PPO 的 功能 发 挥 (Zou et al., 
2005 ) 。 人 研究 亚洲 玉米 坚 PAP 基因 结构 和 功能 是 了 
解 其 参与 PPO 激活 系统 调控 机 制 的 重要 环节 。 

通常 在 PAP 的 羧基 端 有 一 个 丝 氮 酸 生日 酶 样 
结构 域 (SP-like domain) , 氨基 端 至 少 有 一 个 具有 调 
控 功 能 的 发 来 结构 域 (clip domain), ARE H iy 
样 结构 域 包 仿 一 个 由 组 氨 酸 (His)、 天 人 冬 氨 酸 
( Asp) 和 丝氨酸 (Ser) 组 成 的 激活 位 点 ， 即 催化 三 联 
体 ( catalytic triad), 其 中 丝氨酸 残 基 主 要 参与 酶 促 
反应 底 物 与 蛋白 酶 作用 时 一 种 瞬时 酰基 - 酶 中 间 体 
( acyl-enzyme ) 的 形成 (Amparyup et al., 2010), 在 
烟草 天 蛾 M. sexta 克隆 的 PAP-3 基因 (Jiang et al., 
2003) FIT HX SJ] JB UE Ul. Chlamys farreri 克隆 的 
HARE ENS (Zhu et al., 2007) 基因 序列 中 都 存在 
PEHAR, KAARMA SCA 2H JV. BR] PIS ST. E 
WERKE., TES Tr AERIS MEAM ZR ORE UT SCHUSTER D 


i58 EARS cDNA Fr Ete Se B AERA FF I] REFERA 
催化 三 联 体 (图 2) , 经 过 Clustal W 软件 比 对 分 析 ， 
我 们 认为 克隆 的 亚洲 玉米 虹 酚 氧化 酶 原 激活 重 日 酶 
cDNA 片段 核 苷 酸 序 列 可 能 是 靠近 该 基因 羧基 端的 
丝 所 酸 生日 酶 样 结构 域 部 分 序列 ， 此 结果 也 表明 我 
们 已 经 获得 了 PAP 基因 的 一 部 分 序列 。 

在 斑 节 对 是 Penaeus monodon 的 PPAE rB, Ak 
结构 域 通常 由 第 37 ~55 位 的 氨基 酸 残 基 组 成 , 由 3 
对 非常 保守 的 二 硫 键 内 部 连接 而 成 (Charoensapsri 
et al., 2009) ,但 我 们 在 据 亚 洲 玉米 坚 中 克隆 的 栈 
氧化 酶 原 激活 重 日 酶 cDNA. Fr Bt Se B SAEPE 9 
中 未 发 现 发 夹 结构 域 。 目 前 尚 不 清楚 发 来 结构 域 有 
何 具体 功能 , 通常 认为 可 能 参与 蛋白 质 与 蛋 晶 质 相 
互 作用 , 调控 蛋白酶 活性 和 抗菌 活性 (Zhu et al., 
2008). A K 28 TJ 3X ix dE rn B] 2€ Tachypleus 
tridentatus 的 凝结 酶 原 中 被 发 现 ( Muta et al., 1990) 。 
ER Drosophila 基因 组 中 也 发 现 了 37 个 含有 发 
夹 结 构 域 的 SP, 并 已 对 其 中 部 分 SP 进行 生理 功 
能 、 遗 传 和 生化 分 析 ( Ligoxygakis et al., 2002; Jiang 
et al., 2006) 。 在 东北 大 黑 鳃 金 包 H. diomphalia 中 
克隆 了 3 个 有 发 夹 结 构 域 的 PPAF 基因 , 分 别 命 名 
HÆ PPAF I , PPAF T fü PPAF TI, 其 中 PPAF I 
与 PPAF IETEKAS AEE SP, 而 
PPAF II J& T A 3e 28 TJ IS 678 EEE HE HJ SP。 
Piao 等 (2007 ) 还 利用 X 射线 衍射 测定 了 PPAF II 
和 蛋 晶 的 晶体 结构 ， 以 阐明 发 来 结构 域 在 SP 的 蛋 日 
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相互 作用 中 所 承担 的 功能 。 

目前 , 未 见 有 关 亚 洲 玉 米 蝶 PAP 基因 序列 的 获 
得 与 功能 研究 的 报道 。 本 文 首次 以 亚洲 玉米 晨 幼 虫 
为 实验 材料 , 利用 RT-PCR 的 方法 元 隆 了 一 个 酚 氧 
化 酶 原 激活 蛋白酶 cDNA Fr Be, 生物 信息 学 分 析 结 
果 表 明 该 片段 核 车 酸 序列 是 亚洲 玉米 螟 PAP 基因 
序列 的 一 部 分 , 这 为 我 们 元 隆 亚 洲 玉米 螟 PAP 的 全 
长 基因 , 并 对 寄主 昆虫 被 腰带 长 体 革 蜂 寄 生 后 PAP 
基因 的 转录 和 表达 进行 深入 研究 打下 坚实 的 基础 。 
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